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Resumo

Desde o nascimento da ovelha Dolly, grupos de pesquisas tém empregado a técnica de transferéncia
nuclear (TN) ou clonagem para a producao de embrides e crias em diferentes espécies de ruminantes. Em geral,
a transferéncia nuclear consiste em transferir niicleos de células doadoras para o interior de odcitos enucleados,
resultando na producdo de individuos geneticamente idénticos ao animal doador de nucleo. Contudo, a eficiéncia
da técnica ainda € baixa devido a inimeros fatores. Assim, o objetivo deste trabalho ¢é realizar uma revisdo sobre
a transferéncia nuclear em suas varias etapas, destacando os principais fatores que interferem no seu sucesso e
discutir as perspectivas atuais provenientes do surgimento de metodologias ¢ adaptagdes aos protocolos
experimentais.
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Abstract

Since the birth of Dolly, research groups have employed the nuclear transfer (NT) or cloning to embryo
and offspring production in many ruminant species. In general, this technique consists on nuclear transfer of
donor cells into enucleated oocytes, resulting on the production of genetic identical individual to the nucleus
donor animal. However, there are many factors that reduce the efficiency of this technique. Thus, the objective of
this manuscript is to describe several steps of the technique with emphasis to the main factors that interfere on
its success and to discuss current perspectives considering some new approaches in the methodology and
experimental protocols.
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Introducao

Durante varias décadas, diferentes grupos de pesquisa, buscando conhecer os aspectos fisiologicos e
embrionarios envolvidos na reproducdo, bem como obter descendentes de animais geneticamente valiosos,
estudaram a utilizagdo de um conjunto de biotécnicas como ferramentas para a realizacdo de tais objetivos.
Seguindo esta tematica, biotécnicas de ultima geracdo foram desenvolvidas, em especial, a transferéncia nuclear
(TN) ou clonagem. O principio da técnica reune-se em duas etapas: a primeira consiste na utilizagdo de odcitos
como citoplasma receptor apos o processo de enucleacdo, enquanto a segunda consiste em reconstruir o embrido
e transferi-lo para uma receptora sincronizada.

A transferéncia nuclear foi originalmente proposta por Spermann (1938), sendo utilizada como
ferramenta para conhecer o papel do material genético na diferenciagdo celular em anfibios. Posteriormente,
Briggs e King (1952) realizaram a primeira transferéncia nuclear em anfibios e, subsequentemente, Gurdon e
Uehlinger (1966) demonstraram o potencial de reprogramacgdo de células diferenciadas utilizando Xenopus
adultos. Em mamiferos, o desenvolvimento da transferéncia nuclear ocorreu lentamente, sendo somente descrita
a partir de 1975 em coelhos (Bromhall, 1975). Posteriormente, a técnica pode ser realizada em espécies de
ruminantes, tais como ovinos (Willadsen, 1986) e bovinos (Prather et al., 1987), sendo esses animais clones
produzidos a partir da utilizag@o de blastdmeros como fontes doadoras de nticleos.

Partindo da necessidade de aperfeigoar a técnica, estudos subsequentes permitiram verificar que células
completamente diferenciadas poderiam ser usadas em programas de transferéncia nuclear. O apice desta
afirmativa aconteceu quando do nascimento da ovelha Dolly, o primeiro mamifero clonado por esta técnica
(Wilmut et al., 1997). Posteriormente, o sucesso em outras espécies de ruminantes foi alcangado, ja tendo sido
observado em bovinos (Cibelli et al., 1998; Kato et al., 1998), caprinos (Baguisi et al., 1999), gaur (Lanza et al.,
2000), bubalinos (Shin et al., 2007) e cervos (Berg et al., 2007). Em camelideos, esta biotécnica apresenta-se
promissora, ja tendo sido descrita em lhamas a producdo de embrides oriundos de transferéncia nuclear
utilizando fibroblastos adultos como doadores de nucleo (Sansinena et al., 2003).

Dentre as varias aplicagcdes da técnica, podem ser citadas aquelas que visam conhecer a interagdo
nicleo-citoplasma na reprogramacdo nuclear. Além disso, a transferéncia nuclear atende a programas de
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melhoramento genético, pela multiplicacdo de animais com caracteristicas genéticas desejaveis. A técnica
também se apresenta como uma ferramenta para uso com técnicas de transgénese a partir da utilizagdo de
linhagens celulares que receberam genes especificos (Behboodi et al., 2002), tornando-se uma alternativa viavel
para a producdo de animais transgénicos quando comparada aos métodos convencionais (ex.: microinje¢do pro-
nuclear (Freitas et al., 2007a). Dessa forma, a transferéncia nuclear pode servir para a produgdo de animais
transgénicos portadores de proteinas recombinantes que auxiliariam em novas alternativas de tratamento em
humanos (Freitas, 2006; Freitas et al., 2007b). Outra aplicag@o da transferéncia nuclear ¢ seu uso na conservagao
e na regeneragao dos recursos genéticos.

Apesar de varios estudos sobre o assunto, a transferéncia nuclear ainda apresenta baixa eficiéncia, além
de complicagdes observadas nos produtos obtidos. Desta maneira, esta revisdo apresenta como propodsito
conceituar a transferéncia nuclear em suas varias etapas, destacando os principais fatores que interferem no seu
sucesso, buscando compreender os diferentes eventos envolvidos e evidenciando recentes avangos obtidos em
ruminantes.

Pereira e Freitas. Clonagem em ruminantes: progressos e perspectivas atuais.

Técnica de transferéncia nuclear

A produgdo de ruminantes pela técnica de transferéncia nuclear envolve multiplas etapas cada uma
podendo influenciar diretamente no resultado final. De forma sucinta sdo as seguintes as principais etapas do
processo: selegdo e preparo de citoplastos receptores adequados, seleg@o e cultivo de células doadoras de nucleo,
reconstru¢do embriondria compreendendo as etapas de fusdo e ativagdo celular, cultivo dos embrides
reconstruidos e transferéncia dos mesmos (Fig. 1).
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Figura 1. Apresentagdo esquematica dos diferentes eventos da transferéncia nuclear em ruminantes.
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Selecdo e preparo de citoplastos receptores

A fonte e a qualidade do citoplasma receptor (citoplasto) representam fatores importantes para o
sucesso da técnica de transferéncia nuclear. Neste sentido, varios estudos ja foram desenvolvidos buscando
avaliar o estadio nuclear adequado deste citoplasto receptor em programas de transferéncia nuclear (Tab. 1).
Contudo, diferentes estudos tém demonstrado que odcitos em metafase II (MII) sdo mais adequados para
suportar a reprogramagdo nuclear quando comparados aos demais estadios de desenvolvimentos ja empregados
(Zou et al., 2001; Lee et al., 2007). Por esta razdo, a maioria das pesquisas relata o uso de oocitos em MII
maturados in vivo (Ohkoshi et al., 2003) ou in vitro (Zhou et al., 2007) como o citoplasto de escolha.

Tabela 1. Momento da enucleagdo de citoplastos receptores para reconstrugdo embriondria em diferentes
espécies de ruminantes.

Estadio nuclear Espécie Referéncia
Anéfase-telofase 1 Ovinos Campbell et al. (1996); Wilmut et al. (1997)
Metafase I1 Bovinos Kato et al. (2000); Do et al. (2001)
Metafase I1 Camelideos Sansinena et al. (2003)

Telofase 11 Bovinos Bordignon e Smith (1998)
Telofase 11 Caprinos Baguisi et al. (1999)
Embrido pro-nuclear Bovinos Prather e First (1990)
Embrido duas células Ovinos Wells et al. (1997)

Fonte: Adaptado de Campbell et al., 2005.

O uso de odcitos maturados in vitro apresenta uma série de vantagens quando comparados aqueles
maturados in vivo. Tem sido demonstrada uma variedade de fatores que interferem negativamente sobre a
qualidade de o6citos maturados in vivo, dentre os quais podem ser citados a idade da doadora e o protocolo de
superestimulagdo ovariana (Campbell et al., 2007). Ja os odcitos maturados in vitro t€m sido muito utilizados,
primeiro, porque geralmente se utilizam ovarios oriundos de abatedouros, o que resulta em baixo custo e em
significativa quantidade de odcitos e, segundo, porque possibilita um maior controle dos estadios da maturagao.
Adicionalmente, odcitos para maturagdo in vitro ainda podem ser obtidos in vivo por meio da puncao folicular de
ovarios superestimulados (Bordignon et al., 1997; Keefer et al., 2002). Assim, diferentes estudos tém
demonstrado a eficiéncia destes odcitos na produgdo de blastocistos clones em diferentes espécies, como:
caprinos (Baguisi et al., 1999; Zhang et al., 2004), bovinos (Lee et al., 2007), ovinos (Campbell et al., 1996),
bubalinos (Meena e Das, 2006) e camelideos (Sansinena et al., 2003). Em algumas espécies cuja disponibilidade
de obcitos € pequena, a possibilidade de utilizar odcitos de outras espécies como citoplastos receptores tem sido
o método proposto. Os resultados obtidos usando esta técnica sugerem que os citoplasmas obtidos de uma
espécie podem adquirir a competéncia necessaria para atuarem como receptores de niicleos obtidos em uma
espécie diferente (Sansinena et al., 2002; Wang et al., 2007).

As condigdes para a maturagdo sdo similares aquelas para a producdo in vitro (PIV) de embrides, ou
seja, meio TCM 199 suplementado com hormonios e antibidticos, mantidos em temperatura de 38,5-39,0°C
durante 16-24 h em atmosfera com umidade saturada contendo 5% de CO, em ar. Embora meios de maturagdo
sejam suplementados com outros fatores como estradiol, IGF-I e cisteamina, nenhuma diferenga na producéo de
animais saudaveis tem sido verificada (Keefer et al., 2001; Arat et al., 2002; Keefer et al., 2002). Keefer et al.
(2001) observaram que odcitos caprinos maturados em TCM199 suplementado com soro de cabra em estro
apresentaram uma taxa de maturacdo superior quando comparados a oocitos maturados em TCM199 acrescido
de soro fetal bovino (SFB; 86% vs 69%, respectivamente).

Para utilizar o6citos como citoplastos receptores na técnica de transferéncia nuclear, o material nuclear
deve ser removido, resultando apenas no seu contetdo citoplasmatico. Em geral, este objetivo ¢ atingido por
aspiragdo da placa metafasica de oo6citos em MII juntamente com o corpusculo polar, usando micropipetas
acopladas a micromanipuladores (Li et al., 2004). Em muitas espécies, o contetido nuclear de odcitos em MII
nao ¢ facilmente visivel por microscopia optica em virtude da presenca de lipideos citoplasmaticos. Por isso,
antes do processo de enucleacdo, o o6cito ¢ marcado com Hoechst 33342, o qual apresenta uma fluorescéncia em
azul quando exposto a luz ultravioleta (UV). Desta maneira, a remo¢ao do material nuclear é confirmada pela
auséncia de fluorescéncia no odcito apos a enucleagdo. Contudo, estudos tém demonstrado um efeito negativo da
exposi¢ao do oocito a luz UV (Velilla et al., 2002), consequentemente, tem sido recomendado ndo expor o
citoplasma a esta radiagdo, mas sim apenas a por¢ao removida presente na pipeta de aspiragdo (Chesné, 2006).

Uma alternativa para a enucleag@o de oocitos em MII, a fim de se obter maior eficiéncia, é a remogao
do material nuclear de odcitos ativados em telofase II. A aspiragdo mecanica de um pequeno volume de
citoplasma adjacente a extrusdo do segundo corpusculo polar apos a ativagdo ¢ um método efetivo, ndo sendo
necessario a visualizagdo do DNA pela exposigdo a luz UV, uma vez que a cromatina ainda permanece
justaposta ao segundo corptisculo polar, (Campbell et al., 2007).

Além do método de enucleagdo por aspiracdo mecanica, existe ainda o método quimico, o qual consiste
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na remoc¢ao do material nuclear pelo uso de inibidores de topoisomerase (Hytter et al., 2001). Outra possibilidade
¢ o uso da combinagao etanol e demecolcina (Ibafiez et al., 2003). Contudo, citoplastos preparados quimicamente
resultam em baixas taxas de clivagem e ndo produzem um bom desenvolvimento embrionario quando
comparados aos métodos de enucleacdo convencionais (Campbell et al., 2005).

Pereira e Freitas. Clonagem em ruminantes: progressos e perspectivas atuais.

Selecdo e cultivo de células doadoras de niicleo

A origem do ntcleo doador utilizado para transferéncia nuclear pode ter efeitos importantes sobre a
capacidade de desenvolvimento de embrides reconstruidos até o estadio de blastocisto, bem como sobre o
desenvolvimento fetal pos-implantagdo. Com a obtengdo do primeiro mamifero a partir de células embrionarias
(Campbell et al., 1996), de linhagens fetais e adultas (Wilmut et al., 1997), numerosas pesquisas foram
desenvolvidas evidenciando que células somaticas de diferentes tecidos e idades podem ser utilizadas com
sucesso em programas de transferéncia nuclear (Tab. 2). Estudos indicam que diferentes células doadoras podem
ser reprogramadas. Contudo, o modelo celular mais utilizado continua sendo o de fibroblastos obtidos de
bidpsias de feto ou de animais adultos, da pele ou do musculo (Chesné, 2006).

Tabela 2. Produgdo de ruminantes pela técnica de transferéncia nuclear usando diferentes células somaticas.

Espécie Idade do animal doador Tipo celular Referéncia
Ovinos Feto Fibroblasto Wilmut et al., 1997
Adulto Epitélio mamario Wilmut et al., 1997
Bovinos Feto Fibroblasto Cibelli et al., 1998
Adulto Epitélio ovidutario Kato et al., 1998
Caprinos Feto Fibroblasto Baguisi et al., 1999
Adulto Fibroblasto Lan et al., 2006

Fonte: Adaptado de Campbell et al., 2005.

As células doadoras de nticleo podem ser usadas diretamente ap6s a sua coleta do animal doador (Galli
et al., 1999) ou apds um periodo de cultivo (Kubota et al., 2000) antes ou depois da criopreservagdo. O cultivo
prolongado das células doadoras pode alterar a ploidia, estabilidade gendmica e provocar modificacdes nas
histonas pos-translagdo, resultando numa redugfo da eficiéncia da técnica (Campbell et al., 2007). As
modificacdes na estrutura da cromatina e alteragdes epigenéticas sdo consideradas como os principais fatores
determinantes para o sucesso da transferéncia nuclear (Suteevun et al., 2006).

Estudos realizados em ovinos, bovinos e caprinos demonstraram que células no estadio G, do ciclo
celular sdo competentes ao desenvolvimento de embrides reconstruidos por transferéncia nuclear (Wells et al.,
1997; Kato et al., 2000; Keefer et al., 2002; Tibary et al., 2005).

Os carioplastos derivados de amostras celulares podem ser cultivados em meio Dulbecco suplementado
com 10% de SFB em condigdes de 38,5 °C e 5% de CO, (Keefer et al., 2002; Hayes et al., 2005). Apds duas
semanas, os fibroblastos podem ser tripsinizados e semeados em uma nova placa, resultando na passagem 1 (Hill
et al., 2001). Apoés atingir a confluéncia, estes podem ser ressemeados em outras placas, sendo as células
utilizadas para transferéncia nuclear apds trés ou quatro passagens. Estas células sdo mantidas em confluéncia ou
cultivadas em meio suplementado com 0,5% de soro, a fim de aumentar a propor¢do de células em Gy e G
(Chesné, 2006). As células sdo preparadas por tripsinizagdo 30 min antes da transferéncia nuclear, sendo as
mesmas lavadas em meio SOF tamponado com HEPES (Lagutina et al., 2007).

Linhagens celulares transfectadas com genes de interesse associada com a transferéncia nuclear tem se
tornado um método viavel para introdu¢do de DNA exdgeno no genoma de animais (Cibelli et al., 1998).
Contudo, uma limitagdo potencial do uso de fibroblastos adultos transfectados como doadores de nucleo consiste
no periodo de cultivo prolongado necessario para a programacao, transfec¢@o, selecdo e expansdo da linhagem
celular. Cada uma destas etapas requer passagens repetidas, bem como periodos de cultivos longos que podem
induzir perturbacdes nas células doadoras, resultando numa redugdo na eficiéncia da transferéncia nuclear
(Forsberg et al., 2001).

Reconstrugdo e cultivo do embrido

Para a reconstrugdo do embrido apds a transferéncia nuclear, o nicleo de célula doadora (carioplasto) é
transferido para o interior de um citoplasma receptor (citoplasto). Cada célula doadora isolada individualmente
com base no cultivo prévio ¢ inserida no espago perivitelino de um oécito enucleado para posterior estimulagdo
com um pulso elétrico, o qual promove a fusdo das membranas adjacentes. O pulso elétrico ndo somente induz a
fusdo da célula somatica com o odcito enucleado para formar um novo complexo, mas também promove uma
importante liberacao de calcio intracelular que inicia o processo de ativacdo (Heyman, 2005).

Em ruminantes, a reconstru¢cao embriondria ¢ geralmente alcancada por eletrofusdo, mas esta etapa pode
também ser obtida pelo uso de micropipetas por meio da injegdo intracitoplasmatica da célula intacta ou do
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nucleo isolado. Apds a fusdo, os embrides reconstruidos por transferéncia nuclear sdo submetidos a ativago
artificial, a qual deve mimetizar o papel exercido pelos espermatozoides durante a fecundagdo. Na maioria dos
mamiferos os oocitos em MII apds a ovulag@o sdo fecundados. Durante a maturacdo oocitaria, ocorrem uma
reorganizagdo e redistribui¢do especificas de organelas citoplasmaticas, e os odcitos obtém um complemento de
moléculas sinalizadoras (Miyazaki et al., 1993). O evento caracteristico da ativacdo oocitaria € o inicio das
oscilagdes intracelulares de célcio, a exocitose de granulos corticais, o recrutamento de mRNAs, a formagdo dos
pro-ntcleos e o inicio da sintese de DNA (Campbell et al., 2005). Similarmente, na reconstru¢ao embrionaria, o
citoplasto deve ser ativado para iniciar o subsequente desenvolvimento. De maneira geral, apds a transferéncia
de nucleo, a ploidia normal celular é mantida, aguardando a replicacdo do DNA. O citoplasto receptor que
apresenta um alto nivel de atividade do (MPF) promove o rompimento da membrana nuclear e a condensagdo
prematura dos cromossomos. A ativagdo oocitaria induz uma reducdo da atividade da Fator Promotor da
Maturagdo e permite a reconstru¢do da membrana nuclear. Deste modo, apds a replicagdo do DNA, ocorre a
divisdo celular no embrido, originando o estadio de duas células.

A ativagdo consiste na etapa chave do processo de transferéncia nuclear e pode ser obtida fisica e/ou
quimicamente, por métodos que podem ou ndo estar diretamente ligados aos niveis de calcio intracelular. Quanto
aos meios fisicos, pode ser citada a injecdo de calcio diretamente no citoplasma, promovendo em seguida
estimulos elétricos que promoverdo a liberacdo de concentracdes intracelulares de calcio. Os odcitos também
podem ser ativados quimicamente por meio da utilizacdo de calcio ionoforo, A23187 (Cibelli et al., 1998),
ionomicina (Hill et al., 2001), ciclohexamida (Keefer et al., 2002) ou 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) (Susko-
Parrish et al., 1994). Em ruminantes, o uso de célcio iond6foro seguido por um tratamento com inibidores da
atividade de proteinas quinases, tal como a 6-DMAP ou por inibidores de proteinas quinases dependentes de
ciclinas por trés a seis horas, sdo os tratamentos mais realizados (Keefer et al., 2002; Sansinena et al., 2003).

Varios estudos tém sido desenvolvidos visando avaliar o efeito do intervalo entre a fusdo e a ativagao
sobre o desenvolvimento embrionario, contudo os resultados sdo conflitantes. Grupos de pesquisadores tém
apontado que o contato prolongado entre odcito receptor e nicleo doador pode ser benéfico para os embrides
reconstruidos (Wells et al., 1999; Kato et al., 2000). Wrenzycki et al. (2001) observaram que o padrdo de
transcrigdo de blastocistos bovinos ¢ afetado pelo tempo de contato. Adicionalmente, outros fatores influenciam
na eficiéncia da ativagdo artificial, tais como: concentracdo dos agentes que promovem a ativacdo quimica,
periodo da estimulagdo, tratamentos posteriores como a citocalasina B ou D, ciclohexamida ¢ 6-DMAP
(Campbell et al., 2007). Em ruminantes, diferentes protocolos de ativa¢do mostraram-se eficientes na produgdo
de animais clones (Tab. 3).

Tabela 3. Protocolos de ativagdo artificial para produgdo de crias em ruminantes pela técnica de transferéncia
nuclear.

Espécie Ativacdo Pos-fusdo Tratamento pds-ativacao Referéncia

Bovinos Iondforo por 4 min 2-4h 6-DMAP por 3 h Cibelli et al., 1998
Iondforo por 4 min 4-6 h 6-DMAP por4 h Wells et al., 1999
20 V/mm por 20 ps -- Ciclohexamida por 5-6 h Kato et al., 2000

Caprinos 1,4-1,8 kV/cm por 80 ps -- Citocalasina B por 2 h Baguisi et al., 1999
Ionomicina por 1 min 30 min 6-DMAP por 2 h Lan et al., 2006
Tonéforo por 5 min 2-3h 6-DMAP por 2,5-4 h Keefer et al., 2002

Ovinos 1,25 kV/em por 70 ps -- Citocalasina B por | h Wilmut et al., 1997

Fonte: Adaptado de Campbell et al., 2007.

Apos a fusdo e a ativagdo, os embrides reconstruidos sao cultivados in vitro até o estadio de blastocisto,
utilizando uma variedade de sistemas de cultivo rotineiramente usados na PIV de embrides, dentre os quais
podem ser citados sistemas de cocultivo utilizando células primarias do oviduto ou linhagens celulares
estabelecidas (Thompson, 2000). Em geral, o cultivo in vitro requer uma suplementagdo de componentes os
quais podem auxiliar no desenvolvimento, mas que, por um periodo longo de exposi¢do, podem alterar
negativamente a qualidade do embrido. Dentre estes componentes podem ser citados: soro fetal bovino, soro de
cabra/ovelha em estro, albumina sérica bovina (BSA), fatores de crescimentos e vitaminas, entre outros (Keefer
et al., 2001; Tibary et al., 2005).

Salamone et al. (2003), trabalhando com transferéncia nuclear na espécie bovina, verificaram que
embrides cultivados em SOF na auséncia de cocultivo, porém numa atmosfera de trés gases (5% de O,, 5% de
CO,, 90% de N,), apresentaram melhores taxas de clivagem e formagdo de blastocistos quando comparados
aqueles tratados em sistemas de cocultivo. Adicionalmente, estudos realizados por Chesné et al. (2003) sugerem
que as condigdes Otimas para o cultivo de embrides bovinos e caprinos consistem em meio B2-INRA-Menezo
cocultivado com células do oviduto ou células Vero.
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Em ruminantes, os procedimentos de transferéncia de embrides podem ser cirurgicos, semicirurgicos ou
ndo cirrgicos. O método cirurgico ou laparotomia consiste em exteriorizar o corno uterino e depositar os
embrides proximos a jung@o Uterotubarica (Baguisi et al., 1999; Keefer et al., 2001). Embrides caprinos
cultivados por 35 h até o estadio de quatro células s3o transferidos cirurgicamente para o interior do oviduto com
uma média de cinco embrides por receptora (Chesné et al., 2003). O método semicirdrgico ou semi-
laparoscopico ¢ usualmente realizado em caprinos ¢ ovinos (Chesné et al., 2003; Baril, 2006). Em geral, a
técnica consiste em associar a laparoscopia a uma pequena incisdo sem a necessidade de expor o animal a uma
anestesia geral. Finalmente, o método néo cirurgico, frequentemente realizado em bovinos, consiste em inserir,
por via transcervical, embrides no corno uterino ipsilateral ao ovario, apresentando pelo menos um corpo liteo
(Cibelli et al., 1998; Chavatte-Palmer et al., 2002).

A taxa de fertilidade de receptoras sincronizadas ¢ variavel entre diferentes espécies de ruminantes, bem
como entre os grupos de pesquisas. Em bovinos, Cibelli et al. (1998) verificaram que, de um total de 28
embrides transferidos para 11 receptoras, apenas quatro bezerros foram produzidos. Ja em lhamas, Sansinena et
al. (2003) ndo observaram nenhum nascimento de 11 embrides transferidos. Keefer et al. (2002), avaliando a
eficiéncia da transferéncia nuclear em caprinos utilizando fibroblastos fetais e células da granulosa como
doadoras de nucleo, de 145 embrides transferidos obtiveram nove animais clones nascidos.

Heyman et al. (2002) avaliaram a evolug@o da gestagdo em diferentes grupos de receptoras bovinas que
receberam embrides derivados de PIV e transferéncia nuclear por meio de células embrionarias, fetais e adultas.
Estes autores verificaram que as taxas de gestagdes iniciais foram similares nos diferentes grupos quando
avaliaram as concentragdes de progesterona plasmaticas no dia 21. Contudo, a frequéncia de perdas fetais antes
dos dois meses foi duas vezes maior nos grupos de receptoras que receberam embrides derivados de células

somaticas fetais e adultas, quando comparado as receptoras que receberam embrides derivados de transferéncia
nuclear de células embrionarias e de FIV (Fig. 2).
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Figura 2. Evolugdo da gestagdo em receptoras bovinas apos transferéncia de embrides produzidos in vitro (G 1),

oriundos de células embriondrias (G II), células somaticas fetais (G III) ou células somaticas adultas (G IV).
Fonte: Adaptado de Heyman et al., 2002.

Patologias associadas a técnica de TN

Uma das principais contradigdes dos sistemas de cultivo in vitro é que seu aprimoramento ¢ geralmente
avaliado sobre o percentual de embrides desenvolvidos até o estddio de blastocistos. No entanto, isto ndo
necessariamente ¢ o melhor indicador da qualidade embrionaria, em especial em embrides clones que tendem a
apresentar reduzidas taxas de prenhez e significativas taxas de aborto. Estas ultimas tém sido descritas em ovinos
(De Sousa et al., 2001), lhamas (Sansinena et al., 2003), mas ndo em caprinos (Baguisi et al., 1999; Keefer et al.,
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2002). Contudo, essa baixa taxa de abortos pode estar relacionada ao pequeno nimero de caprinos clonados ou
ao periodo minimo de cultivo no qual os embrides reconstruidos sdo transferidos no estadio de duas a quatro
células (Freitas et al., 2007b).

Deste modo, diversas anomalias tém sido constatadas durante a gestacdo e apds o nascimento de
animais produzidos pela técnica de transferéncia nuclear. A baixa eficiéncia e o desenvolvimento anormal de
animais sdo principalmente em virtude da reprogramacdo incompleta e da expressdo génica anormal. Dentre as
principais anomalias, verificam-se: cardiopatias, placentagdo anormal, hidroalantoide, deficiéncia imunologica,
disfungdo renal, alteragdes no metabolismo energético ¢ hipertensdo pulmonar (Young et al., 1998; Heyman,
2005; Campbell et al., 2007).

Em bovinos, perdas peri-implantacionais sdo importantes e a propor¢do de perdas de prenhezes neste
periodo pode ser estimada em 50% (Cibelli et al., 1998; Wells et al., 1997). Essas perdas precoces sdo
frequentemente associadas com deficiéncias funcionais que ocorrem no inicio da placentacdo, caracterizada por
vascularizagdo anormal de tecidos embrionarios e reducdo no nimero de placentomas (Heyman, 2005).

A hidroalantoide, a qual ¢ caracterizada pela presenca de acumulo de fluido no alantoide, promove o
aumento dos placentomas e do tamanho fetal. Estudos iniciais indicam que, apods a transferéncia nuclear, 27%
das gestacdes apos 120 dias desenvolvem hidroalantoide (Oback e Wells, 2003). Tal valor ¢ muito elevado
quando comparado em programas de monta ou inseminacao artificial (0,02 a 0,6 %; Thibault, 2003).

O elevado peso ao nascimento de crias obtidas pela transferéncia nuclear caracteriza a sindrome da cria
gigante ou LOS (Large Offspring Syndrome), a qual foi bem detalhada por Young et al. (1998). Esta sindrome
foi inicialmente descrita por Willadsen et al. (1991) em bezerros derivados da transferéncia nuclear. Quanto as
caracteristicas fenotipicas que identificam esta sindrome, tém-se: aumento do tamanho fetal, aumento da
miogénese fetal e disfungdo da atividade pulmonar. Além disso, sdo verificadas anomalias no desenvolvimento
da placenta e reducdo das taxas de gestagdo (Young et al., 1998).

Posteriormente, a ocorréncia da sindrome da cria gigante foi relatada em embrides produzidos por PIV
(Sinclair et al., 2000) e embrides obtidos por transferéncia nuclear de células somaticas (Hill et al., 2001, Kato et
al., 2000). Heyman et al. (2002) verificaram que 13,3% de bezerros clones sdo afetados por esta sindrome, a qual
pode estar relacionada a alteragdes nos padrdes epigenéticos associados com a cromatina embrionaria durante a
pré-implantacdo (Reik e Walter, 2001; Reik et al., 2003), resultando em alteragdes na expressdo de genes
iniciadores e ndo iniciadores perturbados pelo uso destas biotécnicas (Wrenzycki et al., 1998; Rizos et al., 2003).

Desenvolvimento das crias nascidas

Em geral, a ocorréncia da mortalidade pos-natal ¢ observada da 1* semana ao 4° més de vida do animal.
Nesse periodo uma grande variedade de problemas tem sido relatada em clones, incluindo infecgdes, tais como
inflamagdes do rumen e abomaso (Wells et al., 1998), coccidiose e infecgdes apos traumas (Heyman et al.,
2002). A proporg¢do de bezerros clones nascidos que sdo vidveis ao desenvolvimento normal até a fase adulta é
limitada aos 50-70%, de acordo com varios grupos de pesquisas. Chavatte-Palmer et al. (2002) verificaram que,
de 59 bezerros clones nascidos, 62% destes desenvolveram-se normalmente até a fase adulta.

As caracteristicas reprodutivas de novilhas clonadas de células somaticas adultas foram avaliadas
quanto a puberdade, dindmica folicular e perfil hormonal, ndo sendo observada nenhuma alteragdo quando da
comparagdo com o grupo controle de animais ndo clonados (Enright et al., 2002). Lanza et al. (2001)
demonstraram que novilhas clonadas sdo férteis, quer seja usando a monta natural ou inseminacdo artificial.
Usando a técnica de inseminagdo artificial, estes autores obtiveram uma taxa de concepcao de 83% apos a
primeira inseminagdo. Adicionalmente, clones bovinos foram avaliados quanto a libido e a produgdo quali-
quantitativa de sémen, ndo sendo verificado nenhum efeito negativo sobre tais parametros (Heyman et al., 2004).

Enucleacio manual (Handmade cloning)

Desde seus estudos iniciais, a transferéncia nuclear ndo sofreu grandes transformagdes, contudo
modificagdes visando simplificar os protocolos experimentais, a reducdo de custos, bem como a melhoria da
sobrevivéncia das crias nascidas vém sendo adotadas por diferentes grupos de pesquisa. Neste sentido, varios
laboratorios vém adotando a técnica de enucleagdo manual ou handmade cloning (HMC), verificando-se a
producdo de embrides clones sem a necessidade do uso de micromanipuladores (Vajta et al., 2003). Dentre as
vantagens da técnica de enucleacdo manual quando comparada a técnica classica, destacam-se: a) o baixo custo,
uma vez que ndo necessita de micromanipuladores para nenhuma fase da transferéncia nuclear, b) a
simplicidade, a rapidez e a facilidade na execugéo do procedimento.

O principio basico da técnica consiste em promover a digestdo da zona pelucida de oo6citos maturados,
para, em seguida, com o auxilio de microldminas, realizar-se a enucleacdo manual. As interacdes citoplastos e
nucleos doadores ocorrem pela exposi¢cdo de tais componentes celulares a fitohemaglutinina (Vajta, 2007). A
aplicabilidade deste método ja pode ser verificada em diferentes espécies pela produgdo de embrides clones, tais
como a bovina (Vajta et al., 2003) e ovina (Peura, 2003).

Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.33, n.3, p.118-128, jul./set. 2009. Disponivel em www.cbra.org.br 124



Pereira e Freitas. Clonagem em ruminantes: progressos e perspectivas atuais.

oy,

Estudos tém verificado que as caracteristicas qualitativas de embrides bovinos obtidos por meio da
técnica de enucleacdo manual sdo similares aquelas de embrides produzidos com micromanipulagdo. Tecirlioglu
et al. (2005), comparando a técnica de enucleacdo manual com a micromanipulacdo convencional para a
producdo de clones bovinos, verificaram que tais técnicas apresentam eficiéncias semelhantes, quanto aos
parametros de taxa de prenhez, nascimento e sobrevivéncia das crias. Bhojwani et al. (2005), trabalhando com
odcitos bovinos enucleados pela técnica de enucleacdo manual, verificaram uma taxa de clivagem de 65% ¢ o
nascimento de um animal clone.

Consideracoes finais

Assim, de acordo com o exposto, pode ser verificado que a transferéncia nuclear de células somaticas
em diferentes espécies de ruminantes tem gerado um forte interesse dos setores cientificos e produtivos.
Contudo, a eficiéncia da técnica ainda ¢ baixa devido a inumeros fatores. Desta maneira, pesquisas ainda
necessitam ser realizadas objetivando compreender os diversos eventos envolvidos e integrar alternativas que
visem simplificar os protocolos experimentais e reduzir os custos relacionados a técnica. Nesta tematica, a
enucleagdo manual apresenta-se como uma ferramenta promissora para a obteng@o de tais objetivos.
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